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摘要:阻断实验发现, 用戊型肝炎病毒( HEV)衣壳蛋白重组抗原制备的 8 株抗 HEV 单克隆抗体( mAb) ,分别识别 3
个构象表位和 2 个线性表位。用抗体捕获反转录 PCR方法证实,其中识别 2 个构象表位的 3 个 mAb 可以直接捕
获HEV 颗粒,表明这 2 个表位位于 HEV 颗粒的外表面。识别这两个表位的 mAb8C11 和 8H3 均可中和HEV 对恒
河猴的致病性和感染性。mAb8C11 缩短排毒时间的效应较明显,而 mAb8H3 延迟机体抗 HEV 抗体阳转时间的效
应较明显。二者的中和效应具有较明显的协同作用。中和单抗 8C11、8H3对戊肝不同感染时期的血清均有显著阻
断作用, Fab 片段的阻断作用与完整抗体类似, 表明这两个 mAb 对应的中和表位是 HEV 体液免疫应答的优势表
位。
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  戊型肝炎(戊肝)是由戊型肝炎病毒( HEV )引
起的一种胃肠道传播的急性肝炎,约占我国散发性
肝炎中的 15% ~ 20% , 且时有爆发或流行的报
道
[ 1]
。HEV 大小约 27nm ~ 34nm (平均 30nm ~
32nm) ,为单股正链无包膜的 RNA 病毒, 其归类尚
未确定。HEV 基因组包含 3 个开放读码框架
( ORF) ,其中 ORF2编码病毒结构蛋白, 组成病毒衣
壳,也是主要的免疫优势蛋白。目前已发现多个























。本研究中, 我们从 E2 蛋白制备出






1  HEV ORF2 重组蛋白 NE2 及抗 HEV mAb的制备  HEV
ORF2区重组蛋白 NE2 及由 NE2 免疫筛选出的抗 HEV
mAb, 均由本实验室制备, 具体方法参见文献[ 5, 8]。
2 抗 HEV mAb与 NE2 的蛋白印迹试验( Western blotting)
 8 株抗 HEV mAb( 1F6、2C9、7E8、8H3、8C11、13D8、15B2
和 16D7)分别与 NE2 蛋白及沸水浴 10min 后的 NE2 蛋白,
按文献方法进行蛋白印迹试验[ 5]。
3  抗 HEV mAb间的相互阻断试验  以改良过碘酸钠法标
记各 mAb, 用 ELISA法进行相互阻断试验。取每孔0. 05Lg/
mlNE2 包被的 ELISA 板, 分为 8 组, 每组分别加入 100Ll/孔
的不同单抗(分别以 20%小牛血清 PBS 稀释至 ELISA 滴度
为 1B105) ,另外 1 个孔中仅加入 20%小牛血清 PBS 作为对
照。37e 孵育 30min,吸弃液体, 在8 组孔中分别加入 100Ll/
孔的 8 种不同的 HRP标记的单抗(以 20%小牛血清 PBS 稀
释至 1B103ELISA 滴度) , 37 e 孵育 30min; 用 PBST 洗涤 5 次
第 19卷  第 3期
2 0 0 3 年 9 月
            
病   毒   学   报
CHINESE JOURNAL OF VIROLOGY
            
Vol. 19   No. 3
Sept .  2 0 0 3
并扣干后, 加入显色剂, 37 e 温育 15min, 2mol/ L 硫酸 50Ll
终止反应。于酶标仪上读取 OD450/ 620nm 的值,计算阻断率
(阻断率= 1- 阻断孔 OD 值/对照孔 OD 值 ) , 阻断率大于
50%判断为有阻断。
4 抗体捕获 HEV 反转录 PCR ( RT- PCR)  紫外照射
115ml Epplendorf管 30min, 分别加入 500Ll以碳酸包被缓冲
液( pH 为 9. 5) 1B1 000 稀释的 8 种不同 mAb, 以空白包被
液、抗HBs mAb 为阴性对照, 兔抗 NE2 为阳性对照。37e
包被过夜,吸去包被液, 加入 1. 5ml封闭液(含 2%的白蛋白
的 PBS, pH7. 4) , 37 e 封闭 2h; 吸去封闭液, 加入 500Ll以无
菌生理盐水稀释的 HEV 病毒阳性粪便 10% 悬液, 37e 反应
2h, PBST 洗涤 6 遍; 加入 250Ll ddH2O, 按文献进行 RT -
PCR 检测[ 7]。
5  恒河猴 HEV感染中和试验  实验用猴由广西疾病预防
控制中心提供。实验前进行常规医学观察,并持续 2 周检测
血清丙氨酸转氨酶( ALT )水平, 攻毒前检测抗 HEV 抗体均
为阴性,实验期间分笼喂养。12 只恒河猴分为 4 组, 每组 3
只,第 1 组为对照组(猴 KF25~ 27) , 第 2 组为 8C11 mAb 中
和组(猴 KF16~ 18) ,第 3 组为 8H3 mAb中和组(猴 KF19~
21) , 第 4 组为混合 mAb 组( 8C11、8H3 mAb 等量混合) (猴
KF22~ 24)。HEV 阳性粪便稀释至 103PCR 滴度, 各取 2ml
分别与 2ml的 mAb 稀释液、mAb8C11 腹水 (滴度 1B105 )、
mAb8H3 腹水(滴度约为 1B104) , 或 8C11 和 8H3 等体积混
合腹水混匀, 4 e 过夜(约 14h) , 室温孵育 2h。每种病毒- 腹
水混合物分别静脉感染 3 只恒河猴 (每只 1ml)。从攻毒当
天起每日收集粪便至第 2 周,随后每周 2 次收集粪便, 以 RT
- PCR 检测粪便中 HEV RNA。从攻毒起每周收集血清, 检
测 ALT 和抗 HEVIgG 抗体。抗 HEVIgG 抗体检测使用
NE2抗原(参见文献[ 9]。以粪便出现排毒或抗体出现阳转
作为HEV 感染成功指标。
6  抗 HEV mAb对抗 HEV多抗血清的阻断试验  抗 HEV
多抗血清包括 3 份戊肝患者急性期血清、3 份戊肝恢复期抗
HEVIgG阳性血清以及 3 只HEV 实验感染猴系列血清。取
NE2 包被并封闭好的 ELISA 板, 分别加入 100Ll 浓度为
1mg/ ml的不同抗 HEVmAb, 以血清稀释液为未阻断对照。
37 e 孵育 30min, 甩干,加入对比稀释的待检血清, 37e 孵育
30min, PBST 洗涤 5 次, 扣干后每孔加入 100Ll稀释好的抗
人 IgG- HRP, 37e 温育 30min; 洗涤 5 次, 扣干, 加入显色
剂, 37 e 温育 10min, 2mol/ L 硫酸 50Ll 终止反应, 读取
OD450/ 620nm。以未阻断孔 OD值在 1. 0~ 1. 5 之间的稀释度
计算阻断率, 阻断率= ( 1- 阻断孔 OD/未阻断孔 OD) @
100% ,阻断率> 50% 为阳性。
结   果
1  抗 HEV mAb识别表位的构象依赖性










图 1 抗 HEV mAbs 与 NE2 的蛋白印迹试验
F igur e 1  Western blotting of anti - HEV mAbs against
NE2 protein
A. SDS- PAGE; B. Western blot ting.
Proteins in lef t st rips w ere unboiled, and proteins in right st rips
w ere t reated in boiled w ater bath for 10min before electrophoresis.
Ct rl= Cont rol.
2  抗 HEV mAb间的相互阻断
检测8株抗HEV mAb间的相互阻断,结果在6
个构象依赖性 mAb中, mAb8C11和 13D8之间可以
彼此有效阻断。同样, mAb8H3 和 2C9、1F6和 7E8
之间也可以彼此阻断。而另 2 个线性表位
mAb16D7和 15B2, 则对其他任一抗体均不产生相
互阻断。这些结果表明, 在 NE2抗原上至少存在 5
个彼此分开的表位区域,其中 3个为构象依赖性区
域,另 2个为线性表位区域(图 2)。
3  抗 HEV mAb对 HEV病毒的捕获作用
将 8个抗 HEVmAb分别包被 eppendorf 管, 进
行抗体捕获 RT-PCR实验, 结果 mAb8C11、8H3和
13D8均能有效捕获天然 HEV 病毒颗粒, 表明这 3
个 mAb识别的表位均位于HEV 病毒衣壳的外表面
(图 3)。由于 mAb8C11 和 13D8可以相互阻断, 因
此这两个mAb可能识别HEV上的共同或彼此重叠
的表位,而 8H3则识别HEV 上的另一表位区域。
4  抗 HEV mAb的中和试验
HEV病毒分别与 mAb8C11、8H3、8C11混合物
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图 2 NE2 上不同 mAbs 表位区域的位置关系
Figure 2  Distinct epitope domains in NE2 presented by
ant-i HEV monoclonal antibodies
Conformat ion dependent epitopes were presented as circles, antibod-
ies mutually inhibitory w ere overlapped. Lin ear epitopes w ere pre-
sented as clubs.
孵育后,静脉感染恒河猴,结果如表 1所示。对照组
3只猴均出现了明显的 ALT 异常, 高峰值/感染前
值均大于 3. 0,并且较早出现了粪便排毒。mAb中
和组 ALT 高峰值/感染前值均显著低于对照组( P
< 0. 05)。除混合 mAb组的 1只猴( KF22) ALT 高






组排毒时间显著短于其他组( P< 0. 05) , 其中 1只
甚至始终未见排毒。8H3mAb可显著推迟抗体阳转
时间( P< 0. 05) ,而 8C11则不能,混合 mAb则可使
1只实验猴始终不产生抗体, 1只猴抗体阳转时间显




图 3 抗 HEV mAbs 对 HEV的免疫捕获
Figure 3 Immune capture of HEV by ant-i H EV monoclonal antibodies.
M . Molecular weight marker; Lane 1. Uncoated; Lan e 2. mAb 1F6; Lane 3. mAb 7E8; Lane 4. mAb 8C11; Lane 5.
mAb 15B2; Lane 6. mAb 8H3; Lane 7. mAb 16D7; Lane 8. mAb 2C9; Lane 9. mAb 13D8; Lane 10. mAb ant-i HB-











再与 mAb8H3结合, 则可显著增强 8H3与 NE2的
结合, 而且 8H3- NE2- 8C11的结合十分稳定, 而
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mAb13D8没有对 8H3 结合能力的增强作用 (结果
另文发表) , 因此对 mAb8H3的阻断实验只能通过
8H3与 8C11的联合阻断来间接进行。
表 1 抗 HEV mAb对感染 HEV 恒河猴的中和作用









of virus in feces
Week of ant-i HEV
seroconversion
Cont rol KF25 3. 3 8 47 5
KF26 4. 5 4 65 5
KF27 3. 6 16 25 5
mAb8C11 KF16 1. 2 19 22 5
KF17 1. 8 26 15 6
KF18 0. 9 10 49 5
mAb8H3 KF19 1. 0 16 36 7
KF20 1. 4 19 40 6
KF21 1. 4 16 83 6
M ix ed KF22 2. 3 23 18 5
mAbs of KF23 1. 3 40 12 8
8C11, 8H3 KF24 0. 8 Unconverted 0 Unconverted
  阻断实验结果如表 2, 可见 mAb8C11 可以单独
阻断从急性期到恢复晚期等各个时期的血清,
mAb8H3 单独不 能产 生阻 断, 但 mAb8H3 与
mAb8C11联合阻断的效应显著增强。而不能捕获
病毒 的其他 5 个 mAb 均不产生阻断效应。



















本研究中首先利用抗体捕获 PCR 方法鉴别出 3 个
能直接捕获天然 HEV 病毒颗粒的 mAb, mAb交叉
表 2  抗 HEV mAbs对不同感染时期患者或
实验感染猴血清的阻断
Table 2  Blocking of sera of patients of different infectious
stages or of exper imentally infected monkeys. sera









8C11 8H3 8C11+ 8H3
Monkey
F4 3 1: 40 1. 026 98 9 98
4. 5 1: 200 1. 107 96 38 98
18 1: 80 1. 418 87 25 94
52 1: 10 1. 416 51 3 67
F6 4 1: 5 1. 111 98 20 98
6 1: 200 1. 338 78 37 98
13 1: 200 1. 062 86 32 97
F 15 4 1: 20 1. 120 92 25 91
6 1: 800 1. 316 83 33 98
10 1: 100 1. 470 76 34 96
16 1: 1, 600 1. 339 82 26 95
Patient
HV514 Convalescence 1: 80 1. 161 76 24 94
HV454 Convalescence 1: 80 1. 115 60 37 89
HV515 Convalescence 1: 40 1. 499 23 - 1 88
S31 Acute 1: 250 1. 496 ND* ND 89
S51 Acute 1: 1, 250 1. 295 ND ND 95
S163 Acute 1: 250 1. 480 ND ND 84
  * ND. no dat a.
阻断实验表明,其中 2个 mAb ( 8C11 和 13D8)识别
共同的表位区域,而另 1个 mAb( 8H3)识别另一个
表位区域。HEV 恒河猴感染中和实验证实,
mAb8C11和 8H3 均能中和 HEV 对恒河猴的致病
性,并有延迟排毒开始时间的趋势。但这两个 mAb
的中和效应有所差别; 8C11对于缩短感染猴粪便
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图 4  中和性抗 HEV mAbs 及其 Fab 段对戊肝患者血清的阻断
F igur e 4  Blocking of hepatitis E pat ients. sera by neutralizing ant-i HEV mAbs and t heir Fab fragments
排毒时间的效应更为明显,而 8H3可更显著地延迟
猴抗HEV 抗体的阳转时间。两种mAb的协同效应
显著,在 3只实验猴中有 1只猴被完全保护, 既没有
肝炎的生化表现,也不出现粪便排毒和抗体阳转; 另
2只猴的粪便排毒时间均有显著缩短, 其中 1 只抗
体阳转时间显著推迟。这些结果首次证实:在 HEV
衣壳蛋白上至少具有 2个暴露在外的构象依赖性中







系列 ORF2 重组蛋白的多抗血清的中和活性, 发现
HEV ORF2 中和抗体的形成更多的是依赖于特定
空间构象的形成, aa452~ 617是能形成主要中和表




~ 604这一范围内。目前尚无法证实 Schof ield等[ 3]
所得到的中和 mAb 是否与 8C11 或 8H3之一识别
共同的表位区域。
对 HEV 感染猴不同时期血清的阻断作用显
示,在感染早期抗体刚阳转时, 8C11 和 8H3就已可
对猴血清产生阻断, 这种阻断作用一直持续至一年
以后。8C11和 8H3对戊肝患者急性期血清和恢复




mAb8C11和 8H3 对应的中和表位是 HEV 感染过
程中的免疫优势表位, 机体在感染早期就已对其产
生体液免疫应答, 并且这种应答可长期持续存在。
与NE2蛋白类似, 在过去的研究中, HEVORF2 区














类病毒颗粒( VLP)的立体结构图像, 发现 HEV 的
VLP为一种含有突出于二十面体二倍轴的二聚体














同的结果。最近, 李新兰等[ 21]用 NE2 抗原和传统
的 Genelabs公司抗 HEV IgG 试剂, 对 50例戊肝患
者10年后的随访血清进行了平行试验检测, 发现
NE2抗原的检出率为 86% ,显著高于 Genelabs公司
试剂的 36%, 从而部分证实了这一推测。近年来,











抗体是 HEV 特异的, 因此这种阻断实验的可靠性
一直受到质疑。本研究结果显示,戊肝中和 mAb或






不同的中和机制及协同作用, 可能意味着 HEV 在
感染细胞时可同时或先后与 2个或与更多的受体相
结合。对 HEV上 8C11表位区域与 8H3表位区域
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Identification of Neutralizing Monoclonal Antibodies to Hepatitis E Virus
GU Ying1, GE Sheng-xiang1,HUANG Guo-yong2, L I Shao-wei1, ZHU Z-i heng 1,
HE Zh-i qiang1, CHEN Y-i x in1, WANG Yin-bing 1, ZHANG Jun1, XIA N ing-shao1
( 1. The Key Laboratory of Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering, Xiamen University, Xiamen 361005, China;
2. Center of Disease Control and Prevention of Guanxi, Nanning 430021, China)
Abstract: Blocking assays showed that eight ant-i HEV monoclonal ant ibodies( mAbs) preparated f rom a recomb-i
nant capsid protein of HEV recognized three conformat ional epitopes and tw o linear epitopes respectively. T hree
mAbs recognizing two conformat ional epitopes could capture HEV part icles directly, w hich suggested that these
tw o epitopes exposed on the outer surface of the v irus part icle. Both the mAbs 8C11 and 8H3 which recongnized
these tw o epitopes respect ively show ed neutralizing act ivity ag ainst the pathogenicity and infectivity of HEV to
rhesus monkey. T he ef fect of shortening feces shedding w as more obvious in mAb 8C11 neutralizing group, but
the delay of seroconversion w as more obvious in mAb 8H3 neutralizing group. The neutralizing ef fects were en-
hanced when both mAbs were used. Significant sera blocking effect could be seen in both acute phase and conva-
lescent phase samples by mAb 8C11 and 8H3, and the blocking effect of Fab fragments of the mAbs were the
same as the w hole ant ibodies, w hich suggests that the correspponding epitopes of these two mAbs are the im-
munodominant epitopes in humoral immunoresponse against HEV.
Key words: hepat it is E virus; neutralizing epitope; monoclonal ant ibody
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